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Ca2+非依存性ホスホリパーゼ B/ リバーゼ (PLB/LIP) は、最近精製・クローニングされた小腸刷子縁膜結合型酵
素で、単一酵素でリパーゼ、ホスホリパーゼ、A2 (PLA2)、リゾホスホリパーゼの 3 つの脂質分解活性を持つo リン脂






PLB/LIP cDNA は 1450アミノ酸残基をコードし、 N末端に約30残基のシグナルペプチド、ほほ等しい長さの 4 つ
の繰り返し配列(リピート)、 C末端側疎水性膜結合部位から構成されている o 活性ドメインはN末端から 2 番目の
リピートである。シグナル配列とこのリピートを連結した pSVL# 2 発現プラスミッドを作成して COS-7 細胞に導
入しリピート 2 酵素を発現させた。全長酵素も COS-7 細胞で発現させたところ、両者とも同様の基質特異性、比活
性を示したので、 pSVL#2 を鋳型にして単一制限酵素作用部位除去法により変異酵素を作成した。酵素の作用によ
り切断された脂肪酸を抽出し 9-アントリルジアゾメタン (ADAM) で誘導体化後 HPLC を用い分離定量することに
よりリバーゼ活性・ PLA2 活性・リゾホスホリパーゼ活性を測定した。発現酵素の分泌量の変動による影響を除くた
め、 PLB/LIP に特異的な酵素抗体法により測定した濃度を用いて比活性を求めた。遺伝子組み替え酵素の高次構造
変化の有無を検索するため、組換え酵素の遠紫外円偏向二色性 (CD) スペクトルを日本分光 J600CD 分光光度計に
より測定した。この実験には、リピート 2cDNA を挿入したバキュロウイルス発現プラスミッド pAcSG2-#2 を Sf-9
細胞に導入し、発現させた酵素を精製して用いた。発現酵素はリピート 2 のみからなるが、以下に示すアミノ酸配列
の番号付けは転写開始の Met を 1 番にしたものである o
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ことが示唆される。そこで、リパーゼをファミリー I と E に大別して各ファミリーに属する酵素の catalytic
triad 近傍のアミノ酸配列と PLB/LIP の配列の相向性を検討して活性必須残基の侯補を選択した。ファミリ-
I には、勝臓リパーゼをはじめ主要な晴乳類リパーゼのほとんどが含まれる。それらの触媒基セリンはアミノ酸
配列の中央部分に位置し、ほとんどの場合 Gly-X-Ser-X-Gly 共通配列中にある。 PLB/LIP リピート 2 にはこ
の共通配列が 2 箇所あってその中に Ser-414 と Ser-459がある。一次構造の相向性からファミリー 1 は四つのサ
プファミリーに分けられ、 triad を形成する Asp (Glu) 、 His の近傍のアミノ酸配列にもそれぞれの特徴を持っ
ているが、リピート 2 酵素にはこれらに該当する配列は見られなかった。ファミリ -ll に属する酵素は多彩な反
応を触媒して微生物や植物に分布しているo このファミリーの特徴は、 Ser がN末端側の Gly-Asp-Ser-Leu 共
通配列中、 Asp が Gly-X-Gly-Asp 共通配列中、 His が Asp-X-X-His 共通配列中にあることである。リピート
2 酵素にはこれらに相当する Ser-404、 Asp-518、 His-659が存在する。
(2) PLB/LIP の触媒基セリンの同定. リピート 2 の触媒基セリンの候補である Ser-414、 Ser-459、 Ser-404を Ala




(3) PLB/LIP の触媒基アスパラギン酸とヒスチジンの同定.ファミリ -ll酵素に特徴的な共通配列中にある Asp-
518 と His-659の部位特異的変異体を作成した。 Asp-518を Ala、 Glu、 Asn に改変し COS 細胞で発現させたと
ころ、それぞれの変異酵素の PLA2 比活性は、リピート 2 酵素の0.025%、 6.7%、1.6%にまで低下した。同様
に His-659を Ala に改変し発現させたところ PLA2 活性は検出感度以下まで低下した。またリパーゼファミリー
では、 Ser、 Asp、 His の配列順序はこの順序で保存されているので Asp より C末端側の His をそれぞれ Ala に
置換した変異体も作成した。 His-665Ala 変異酵素で PLA2比活性がリピート 2 酵素の 1.2%に低下したが、他の
変異体では比活性に大きな変化はなかった。 Asp別Ala と His脚Ala 変異体の CD スペクトルも大きな変化はなかっ
た。これらの結果から Asp-518 と His-659が活性発現に必須であることが分かった。 His-665変異による活性低
下の原因として、この His が直接触媒に関与する可能性、 His665の変異が活性中心の構造に影響を与える可能
性等が考えられる。
(4)一般に重要な機能を担うアミノ酸残基は種を超えて保存される。ウサギ、モルモット、 C.elegans の PLB/LIP
ホモローグでも触媒に関与する Ser、 Asp、 His は保存されており、これらの残基の触媒における重要性と一致
していた。ラット PLB/LIP では、活性に必須な Ser、 Asp、 His がすべて揃っているのはリピート 2 のみであ
り、リピート 2 にだけ脂質分解活性があることと一致していた。
【総括】
PLB/LIP リピート 2 (活性ドメイン)の Ser-404、 Asp-518、 His輔659は、活性発現に必須な触媒基であり、活性
中心で catalytic triad を形成していることが示唆された。こねらの残基は、ファミリ -ll に属する酵素に特徴的な
共通配列中にあり PLB/LIP がファミリ -ll に属することが示唆された。 PLB/LIP は晴乳動物では初めてのファミ
リ -II の仲間であるo 活性に必須な 3 残基のどの一つを Ala に改変しても、リパーゼ、、 PLA2、リゾホスホリパーゼ
の 3 つの脂質分解活性が同等に消失したので、これらの活性は一つの活性中心で触媒されていることが分かった。
論文審査の結果の要旨





たたみ構造と活性中心にセリン (Ser) ・アスパラギン酸・ヒスチジンの触媒に必須な三残基 いわゆる catalytic
triad-ーが存在する共通の立体構造をとり、一つの大きなファミリーを形成している。しかし、最近、リパーセ同
様に Ser を触媒基として利用する PLA2 が発見され、両者の区別が暖味になってきている。このため、 PLA2 とリ
パーゼの反応機構、機能と密接に関連した基質特異性を決める構造的基盤をより詳細に比較検討することが必要になっ
てきた。小腸ホスホリパーゼ B/ リパーゼは、晴乳動物では初めて cDNA クローニングされた膜結合型 PLA2 であり、
これまで知られている晴乳動物リパーゼではみられない、単一酵素で高い PLA2 活性とリパーゼ活性をともに示す
ユニークな酵素である。したがって、本酵素の活性中心の詳細な検討により、リパーゼと PLA2 の構造機能連関に
関する新しい知見が得られる事が期待される。本研究は、小腸ホスホリパーゼ、 B/ リパーゼの活性発現に必須の三残
基を部位特異変異法により決定し、それらの残基が存在するアミノ酸配列の位置と近傍のアミノ酸配列の相向性から
本酵素が、細菌、植物に分布する脂質分解酵素のファミリーの一つに属するという新しい知見を提供するものである。
本研究の結果は、脂質分解酵素の構造機能連関に関する新しい展開に結びつく研究であり、学位論文に充分値するも
のと認める。
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